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Optimizacija metode HFME za določanje benzotriazolov v naravnih vodah  
 
Povzetek:  
Benzotriazol in njegovi derivati so strupene heterociklične spojine, ki so dandanes 
nepogrešljive za industrijo. Njihova prisotnost v okolju ima škodljiv vpliv na rastline, 
vodne organizme in ljudi. Običajno jih določamo z ekstrakcijo in predkoncentracijo 
skupaj z občutljivimi analitskimi tehnikami, kot je na primer LC-MS/MS. Občasno se 
določanje izvaja tudi s tehniko HPLC-DAD. Ena izmed mikroekstrakcijskih tehnik je 
mikroekstrakcija z votlim vlaknom (HFME). Slednjo sem v svojem delu uporabila za 
ekstrakcijo šestih polarnih benzotriazolov iz vodovodne vode in nato iz različnih rečnih 
vzorcev. Tehnika zaradi učinkovite predkoncentracije zagotavlja visoke obogatitvene 
faktorje (EF) in je dobra alternativa klasičnim tehnikam. Poleg tega je pri tehniki HFME 
poraba škodljivih organskih topil zmanjšana na minimum.  
V svojem delu sem optimizirala pH-vrednost vzorca in koncentracijo dodane raztopine 
EDTA, ki je služila kot ligand za moteče kovinske ione, prisotne v vodovodni vodi. 
Preizkušala sem tudi vpliv organskega topila (metanola) na učinkovitost ekstrakcije. 
Optimizacija je bila opravljena s tekočinsko kromatografijo, sklopljeno z detektorjem s 
serijo diod (HPLC-DAD). Najbolj učinkovita ekstrakcija je bila dosežena pri pH-vrednosti 
6 z dodatkom 100 μL 0,1 M raztopine EDTA. 
Z optimizirano metodo sem na dveh koncentracijskih ravneh (0,1 mg/L in 2 mg/L) 
ocenila še matrične učinke pri določanju benzotriazolov v reki Glinščici. Analize so bile 
opravljene s tekočinsko kromatografijo, sklopljeno s tandemsko masno spektrometrijo 
(LC-MS/MS). Matrični učinki so bili znatni, kar je lahko posledica ostalih komponent, 
prisotnih v ekstraktu.  
Na koncu sem optimizirano metodo uporabila za določitev koncentracij polarnih 
benzotriazolov v reki Krki in Ljubljanici. Večina koncentracij analitov je bila pod mejo 
zaznave (LOD) metode. Izjema so bile koncentracije BTZ, ClBZ in DMBZ v Ljubljanici, ki 
je bila vzorčena za čistilno napravo.  
 
Ključne besede: benzotriazoli, mikroekstrakcija z votlim vlaknom (HFME), naravne 
vode  
 
 
 
 
Optimization of HFME for Determination of Benzotriazoles in Environmental Waters 
 
Abstract:  
Benzotriazole and its derivatives are toxic heterocyclic compounds which are 
nowadays indispensable for industry. They have been found in environment, causing 
harmful effects on plants, aquatic organisms, and humans. Their determination usually 
includes extraction and preconcentration, coupled to sensitive analytical techniques, 
such as LC-MS/MS, occasionally also HPLC-DAD. One of the existing microextraction 
techniques is hollow fiber microextraction (HFME), which was used in this work for 
extraction of six polar benzotriazoles from tap water and further from different river 
samples. Due to efficient preconcentration, this technique provides high enrichment 
factors and is a good substitute for classical techniques. Additionally, with the use of 
HFME, the consumption of harmful organic solvents is decreased to a minimum.  
In this work, pH of the sample and concentration of EDTA added as a ligand for metal 
ions in tap water were optimized. Furthermore, impact of organic solvent (methanol) 
on extraction efficiency was examined. Optimization was carried out with liquid 
chromatography coupled with diode array detector (HPLC-DAD). The most efficient 
extraction was achieved when the pH of the sample was 6 and 100 μL of 0.1 M EDTA 
was added.  
After optimization, matrix effects for the determination of benzotriazoles in Glinščica 
river water were estimated at two concentration levels: 0.1 mg/L and 2 mg/L. Analyses 
were carried out with liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry 
(LC-MS/MS). Matrix effects were considerable, which can be the consequence of other 
compounds present in the extract.  
Finally, the optimized HFME method was used for determination of polar benzotriazole 
concentrations in river Krka and Ljubljanica. Analyte concentrations were mostly below 
limit of detection (LOD) of the method, expect for concentrations of BTZ, ClBZ and 
DMBZ in Ljubljanica, sampled behind the wastewater treatment plant.  
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1 Uvod  
Intenziven razvoj industrije, prometa, kmetijstva in urbanizacije je v zadnjih desetletjih 
privedel do povečane onesnaženosti okolja. Uporaba različnih pesticidov in 
nerazgradljivih materialov, odlaganje nevarnih odpadkov ter pomanjkanje ustreznih 
odlagališč so privedli do onesnaženosti tal. Onesnaženost zraka s toplogrednimi plini in 
žveplovim dioksidom je posledica množične uporabe prometa in napredka industrije. 
Velik svetovni problem predstavlja tudi onesnaženost voda z različnimi kemikalijami, 
hranilnimi snovmi in izcednimi vodami. Dandanes se v kozmetičnih izdelkih, 
gospodinjstvu, farmacevtskih izdelkih, pesticidih in industrijskih kemikalijah vse 
pogosteje uporabljajo spojine, ki ob vstopu v okolje postanejo »nova onesnaževala« 
(angl. contaminants of emerging concern) [1]. Gre za sintetično ali naravno pridobljene 
kemikalije, ki so že v nizkih koncentracijah škodljive za okolje in človeka. V okolje 
vstopajo predvsem preko čistilnih naprav iz industrijskih in urbanih območij (točkovni 
vir) ter s kmetijstvom in živinorejo (razpršeni vir) [2]. Poleg negativnega vpliva na okolje 
pa je težava tudi v zakonodaji, saj za večino tovrstnih onesnaževal še ni predpisanih 
sprejemljivih mej koncentracij [3].  
Za določitev njihovih koncentracij v okoljskih vzorcih se uporabljajo različni načini 
predkoncentriranja. Klasični ekstrakcijski tehniki sta ekstrakcija s topili (LLE) in 
ekstrakcija na trdno fazo (SPE). Zlasti prva se opušča predvsem zaradi velike porabe 
strupenih organskih topil. Zaradi težnje po manjši porabi topil so se razvile različne 
mikroekstrakcijske tehnike tako na trdno kot tudi v tekočo fazo. Za doseganje 
selektivnega in občutljivega določanja novih onesnaževal v vodnih vzorcih se za 
separacijo ekstrahiranih komponent običajno uporabljata tekočinska (LC) in plinska 
kromatografija (GC), in sicer v kombinaciji z masno ali tandemsko masno 
spektrometrijo [3]. 
Med »nova onesnaževala« spadajo tudi benzotriazol in njegovi derivati. Uporabljajo se 
kot UV-stabilizatorji v kozmetiki in plastičnih materialih, lahko pa jih dodajajo v različne 
industrijske tekočine in detergente za preprečevanje korozije kovin [4]. Za 
predkoncentracijo polarnih benzotriazolov iz vodnih vzorcev sem pri svojem delu 
uporabila mikroekstrakcijo z votlim vlaknom (HFME) in jih ločila s tekočinsko 
kromatografijo. Pri optimizaciji metode sem za detekcijo uporabila detektor s serijo 
diod (DAD), medtem ko sem analizo matričnih učinkov, skupne učinkovitosti in realnih 
vzorcev izvajala s tandemsko masno spektrometrijo (MS/MS).  
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2 Namen dela 
Namen diplomskega dela je optimizirati predhodno razvito metodo HFME za 
določevanje šestih polarnih benzotriazolov (4-hidroksi-1H-benzotriazol (OHBZ), 1H-
benzotriazol (BTZ), 4-metil-1H-benzotriazol (4MBZ), 5-metil-1H-benzotriazol (5MBZ), 5-
kloro-1H-benzotriazol (ClBZ), 5,6-dimetil-1H-benzotriazol (DMBZ)) in jo uporabiti za 
analizo realnih vzorcev naravnih vod. Predhodno razvito metodo HFME bom dodatno 
optimizirala zaradi motečih kovinskih ionov, raztopljenih v vodi. Slednji lahko z 
raztopljenimi benzotriazoli (BZ) tvorijo kelate in s tem zmanjšajo učinkovitost 
ekstrakcije. Pri optimizaciji bom spreminjala pH vzorca (vodovodne vode) in volumen 
dodane 0,1 M raztopine EDTA ter preizkusila vpliv organskega topila v vzorcu na 
učinkovitost ekstrakcije. Določila bom matrične učinke in ocenila skupno učinkovitost 
ekstrakcij. Optimizirano metodo bom uporabila za določitev koncentracij BZ v vzorcih 
reke Krke in Ljubljanice.  
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3 Teoretični del 
3.1 Benzotriazoli 
Benzotriazol in njegovi derivati so strupene heterociklične spojine, sestavljene iz 1,2,3-
triazolnega obroča, pripetega na benzenski obroč (slika 1) [5]. Zaradi njihove široke 
uporabe v gospodinjstvu in industriji so se začeli pojavljati v okolju. Gre za »nova 
onesnaževala«, zato zanje še ni predpisanih mejnih koncentracij [4]. Benzotriazoli so 
topni v vodi in so odporni na biorazgradnjo [6]. Kljub nizkim koncentracijam v okolju 
(ng/L do μg/L) so strupeni za vodne organizme in bakterije, nekateri se celo 
bioakumulirajo. So nizko akutno strupeni, medtem ko so kronični učinki manj raziskani. 
Predvideva se, da so karcinogeni za človeka [4], [7].  
V industriji se uporabljajo tako polarni kot tudi nepolarni benzotriazoli. Polarni 
benzotriazoli so za razliko od ostalih aromatskih aminov kisle spojine, zato so v vodnem 
okolju zelo mobilni. V stiku s kovinskimi ioni ali v bazičnem se zaradi kisle NH skupine 
pojavljajo v anionski obliki [5]. Zaradi otežene razgradnje v okolje vstopajo predvsem 
preko komunalnih čistilnih naprav ter preko letalskih in industrijskih odpadnih vod. 
Posledično so prisotni v podtalnici, rekah, jezerih, morjih, odpadnih vodah in celo v 
pitni vodi. Iz pitne vode jih ponekod odstranjujejo z dodatnim čiščenjem: z 
ultrafiltracijo in reverzno osmozo, ozonizacijo ali razpadom pod vplivom UV svetlobe in 
vodikovega peroksida. Ne pojavljajo se samo v hidrosferi, ampak tudi v zraku, prsti in 
sedimentih [4].  
 
Slika 1: Osnovna struktura benzotriazola 
Nepolarne derivate uporabljajo kot UV-stabilizatorje v kozmetiki in plastičnih 
materialih, na primer v polietilen tereftalatu (PET) [5], [7]. Polarni se uporabljajo kot 
dodatki za preprečevanje korozije v sredstvih proti zamrzovanju, različnih industrijskih 
(npr. zavornih tekočinah) in hladilnih sistemih ter gospodinjskih detergentih [4], [7]. S 
kovinami in zlitinami (predvsem bakrom in bronom) tvorijo komplekse, na njihovem 
površju ustvarijo tanek film in tako delujejo kot antikorozivi [5].   
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3.1.1 Analiza polarnih benzotriazolov 
Zaradi nizkih koncentracij v okoljskih vzorcih se za analizo uporabljata ekstrakcija in 
predkoncentracija [7] v kombinaciji z občutljivimi instrumentalnimi tehnikami. Za trdne 
vzorce je učinkovita ekstrakcija pri povišanem tlaku (angl. pressurized liquid extraction, 
PLE), medtem ko je pri tekočih vzorcih pogosta ekstrakcija na trdno fazo (SPE) [8]. 
Poleg slednje se vse pogosteje uporablja tudi mikroekstrakcija v tekočo fazo, med 
katero spadata mikroekstrakcija z votlim vlaknom (HFME) in disperzivna 
mikroekstrakcija tekoče-tekoče (DLLME). Njuna prednost je, da sta zaradi zelo majhne 
porabe organskega topila bolj prijazni okolju. Poleg tega sta relativno preprosti za 
uporabo [9].  
Kvantitativna analiza se najpogosteje opravlja z občutljivimi kromatografskimi 
tehnikami, ki so sklopljene z masno spektrometrijo. Zaradi polarnosti, nizke hlapnosti 
in nizkih koncentracij v vzorcih se za njihovo ločbo največkrat uporablja LC. Redkeje se 
analize izvaja z GC, razen v primeru predhodne derivatizacije. Ker imata 4MBZ in 5MBZ 
zelo podobne retencijske čase, ju je s tekočinsko kromatografijo težje ločiti kot ostale 
[4].  
Detekcijo in identifikacijo se najpogosteje izvaja z masnim spektrometrom, občasno pa 
tudi z UV/VIS detektorjem. Slednji se zaradi višjih mej zaznav in določljivosti (LOQ in 
LOD) uporablja redkeje [4], [7]. Pri detekciji z masnim spektrometrom se za ionizacijo 
benzotriazolov največkrat uporablja ionizacija z elektrorazprševanjem (ESI) v 
pozitivnem načinu snemanja. Za višjo učinkovitost ionizacije se mobilni fazi pogosto 
dodaja HCOOH. Visoko občutljivost se doseže s tandemsko masno spektrometrijo 
(MS/MS) ali z visokoločljivostno masno spektrometrijo (angl. high resolution mass 
spectrometry, HRMS). Tandemska masna spektrometrija se običajno izvaja s pomočjo 
trojnega kvadrupolnega masnega analizatorja s SRM načinom snemanja (spremljanje 
izbranih reakcij). GC-MS je za analizo manj primerna, saj je zadrževanje na nepolarnih 
kolonah slabo, na polarnih kolonah pa pride do izgube spojin in nizke občutljivosti. 
Slabost metode LC-MS je, da se pri kompleksnejših vzorcih pojavljajo matrični učinki, 
saj se iz vzorca ekstrahirajo tudi druge komponente, ki lahko vplivajo na ionizacijo 
analitov. Težavi se lahko delno izognemo z dodatkom izotopsko označenega internega 
standarda, pri kvantifikaciji analitov pa z uporabo metode standardnega dodatka [4].  
V tabeli 1 so prikazani vsi analizirani polarni benzotriazoli in njihove lastnosti, ki 
vplivajo na ekstrakcijo HFME.   
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Tabela 1: Lastnosti analiziranih benzotriazolov in njihove strukturne formule [4] 
spojina 
molska 
masa v 
g/mol 
pKa logKow strukturna formula 
4-hidroksi-1H-
benzotriazol         
(OHBZ) 
135,12 7,25 0,80 
 
1H-benzotriazol        
(BTZ) 
119,12 8,38 1,44 
 
4-metil-1H-benzotriazol 
(4MBZ) 
133,15 8,74 1,82 
 
5-metil-1H-benzotriazol 
(5MBZ) 
133,15 8,74 1,98 
 
5-kloro-1H-benzotriazol 
(ClBZ) 
153,57 7,46 2,13 
 
5,6-dimetil-1H-
benzotriazol         
(DMBZ) 
147,18 8,92 2,28 
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3.2 Ekstrakcija 
Ekstrakcija je tehnika, pri kateri se analit porazdeljuje med dve fazi. Prvo fazo 
predstavlja vzorec, druga faza pa je lahko topilo, ki se ne sme mešati z vzorcem, ali 
trden sorbent, na katerega se (bolj ali manj) selektivno veže analit. Glede na 
uporabljeno ekstrakcijsko sredstvo poznamo več tipov ekstrakcij, med katerimi se 
najpogosteje uporabljata ekstrakcija s topili in ekstrakcija na trdno fazo. Učinkovitost 
ekstrakcije podajamo z izkoristkom, ki nam pove, kolikšen delež analita se je ekstrahiral 
iz vzorca [10]. 
SPE lahko uporabljamo le v primeru tekočih vzorcev. Trdno fazo predstavlja sorbent, ki 
je v obliki majhnih zrnc nanesen na membrane (ekstrakcijski diski), zrnca sorbenta pa 
so lahko polnjena tudi v kolonice (ekstrakcijske kolonice). Uporabljeni sorbenti so lahko 
različnih polarnosti. Ko sorbente ustrezno pripravimo, skoznje prečrpamo vzorec. Med 
prečrpavanjem vzorca se na sorbent veže analit. Sorbent po potrebi speremo in se tako 
znebimo prisotnih nečistot. Na koncu sorbiran analit s primernim topilom eluiramo s 
sorbenta. Sprejemljivi izkoristki ekstrakcije so med 80 in 100 % [10]. Čeprav je poraba 
organskih topil majhna, se je razvila okolju prijaznejša mikroekstrakcija na trdno fazo, 
pri kateri ni potrebe po uporabi organskih topil [11].  
Ena izmed najstarejših vrst ekstrakcij je LLE, pri kateri se izbrano topilo slabo meša ali 
ne meša z vzorcem, dobro pa raztaplja analit. Poleg tekočih je primerna tudi za trdne 
vzorce, ki se v izbranem topilu ne smejo raztapljati. Ekstrakcijo tekočih vzorcev po 
navadi izvajamo z lijem ločnikom, medtem ko se za trdne vzorce uporablja Soxhletov 
aparat. Glede na analit v vzorcu se uporabljajo polarna oziroma nepolarna topila. Za 
ekstrakcijo malo polarnih ali nepolarnih analitov, prisotnih v vodni raztopini ali trdnih 
vzorcih, so primerna nepolarna organska topila (na primer heksan, cikloheksan in etil 
acetat). Primerna so tudi različna klorirana topila, vendar se jim zaradi negativnega 
vpliva na okolje poskušamo izogibati. Polarne analite iz trdnih vzorcev ekstrahiramo z 
uporabo različnih vodnih raztopin. Tudi tukaj so pričakovani izkoristki ekstrakcije med 
80 in 100 %. Izkoristke ekstrakcij lahko povečamo s spremembo pH-vrednosti ali z 
dodatkom nevtralne soli (izsoljevanje), saj s tem zmanjšamo topnost analita v vzorcu 
[10]. Glavna slabost ekstrakcije s topili je velika poraba organskih topil, škodljivih za 
okolje in organizme, ki živijo v njem. Poleg tega morajo biti organska topila zelo čista, 
da med ekstrakcijo ne pride do kontaminacije, vendar s tem cena analize naraste.  
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Z analizo okoljskih vzorcev želimo kvantificirati onesnaževala, hkrati pa z uporabo 
organskih topil okolje še dodatno onesnažujemo. Posledično se je razvoj ekstrakcij s 
topili usmeril na:  
 iskanje okolju prijaznejših (zelenih) topil in 
 uporabo ekstrakcij, pri katerih se porabi majhen volumen organskih topil 
(miniaturizacija). 
Primera ekstrakcij z uporabo zelenih topil sta ekstrakcija s superkritično vodo (angl. 
supercritical water extraction, SWE) in micelarna ekstrakcija (angl. cloud-point 
extraction, CPE).  
Zaradi težnje po manjši porabi organskih topil pa so se razvile različne mikroekstrakcije 
v tekočo fazo [9]. 
3.3 Mikroekstrakcija na trdno fazo (SPME) 
Tehnika SPME se uporablja predvsem za plinaste in tekoče vzorce. Temelji na uporabi 
kvarčnega vlakna, ki je lahko prevlečeno z različnimi materiali, najpogosteje s 
polidimetilsiloksanom ali poliakrilatom. Vlakno, obdano z različno polarnimi 
stacionarnimi fazami, potopimo v tekoči vzorec oziroma ga izpostavimo plinastemu 
vzorcu. Vzorcu ga izpostavljamo toliko časa, da se med analitom v vzorcu in analitom v 
vlaknu vzpostavi ravnotežje. V tem času vzorec običajno mešamo z magnetnim 
mešalom, da se ravnotežno stanje hitreje doseže. Nato analit s pomočjo visoke 
temperature desorbiramo z vlakna neposredno v injektor plinskega kromatografa. Za 
razliko od analitov v tekočih in plinastih vzorcih, analitov iz trdnih vzorcev ne moremo 
neposredno ekstrahirati. Pred ekstrakcijo morajo analiti iz trdnega vzorca preiti v 
plinasto fazo nad njim, kar lahko pospešimo s segrevanjem vzorca. Prehod analitov v 
plinasto fazo je zaradi interakcij med analitom in matrico običajno otežen [11]. Ključna 
prednost metode SPME je, da se poraba organskih topil popolnoma odpravi. Poleg 
tega je tehnika hitra, preprosta in visoko selektivna. Največjo slabost predstavljajo 
kvarčna vlakna, ki so relativno draga in občutljiva na poškodbe [12]. V primerjavi s SPE 
ima SPME višje LOD in manjše možnosti uporabe zaradi težav pri analizi hidrofilnih in 
nehlapnih spojin [11].  
3.4 Mikroekstrakcija v tekočo fazo (LPME) 
Poznamo več tipov mikroekstrakcij v tekočo fazo, ki jim je skupna uporaba vsaj enega 
topila (običajno organskega), s pomočjo katerega se analiti ekstrahirajo. V primerjavi z 
LLE je pri LPME poraba organskih topil le 1–100 µL, kar je poleg enostavnosti ena izmed 
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večjih prednosti. Zaradi minimalne porabe organskih topil je tehnika bolj prijazna 
okolju, saj je večina organskih topil škodljivih za okolje in organizme [9]. Ekstrakcije 
LPME lahko v splošnem razdelimo v dve glavni skupini: ekstrakcije, pri katerih je 
topilo/vlakno neposredno izpostavljeno vzorcu (angl. direct immersion extraction, DI) 
in ekstrakcije, pri katerih je topilo/vlakno izpostavljeno nadprostoru nad vzorcem (angl. 
headspace extraction, HS) [13]. Razviti so bili različni tipi mikroekstrakcij: 
mikroekstrakcija s kapljico (SDME), mikroekstrakcija z votlim vlaknom (HFME) in 
disperzivna mikroekstrakcija tekoče-tekoče (DLLME) [9].  
3.4.1 Mikroekstrakcija s kapljico (angl. single drop microextracion, SDME) 
Najpreprostejša izvedba mikroekstrakcije v tekočo fazo je tehnika SDME. Kapljica 
organskega topila je tekočemu vzorcu lahko neposredno izpostavljena (angl. direct 
immersion SDME, DI-SDME), lahko pa je izpostavljena plinasti fazi nad vzorcem (angl. 
headspace SDME, HS-SDME). Po določenem času kapljico previdno odstranimo iz 
vzorca in jo prenesemo v brizgo za analizo s plinskim kromatografom. Kadar ima 
organsko topilo manjšo gostoto od vode, lahko kapljico kanemo na površino vzorca in 
jo po določenem času odstranimo. Običajno jo z brizgo težko odstranimo, zato jo pri 
nizki temperaturi zamrznemo in odstranimo s spatulo. Omenjen način mikroekstrakcije 
se imenuje mikroekstrakcija s strjevanjem lebdeče kapljice (angl. solidified floating 
organic drop microextraction, SFOD-ME) [9]. SDME je hitra in poceni metoda, pri kateri 
se porabi le ena kapljica organskega topila. Slabost metode sta nizka občutljivost in 
verjetnost, da med ekstrakcijo kapljica odpade iz brizge [12].  
3.4.2 Mikroekstrakcija z votlim vlaknom (angl. hollow fiber microextraction, HFME) 
Za izvedbo metode HFME je ključno votlo vlakno, običajno iz polipropilena, ki ga za 
nekaj sekund potopimo v primerno organsko topilo. Organsko topilo počasi prehaja 
skozi polprepustno membrano vlakna in se v njegovih porah imobilizira. Nato vlakno, 
prepojeno z organskim topilom, potopimo v vzorec. Analiti se iz vodnega vzorca 
ekstrahirajo v organsko topilo in nato v akceptorsko raztopino, ki je v notranjosti 
vlakna. Znana sta dva sistema metode HFME: dvofazen in trifazen HFME sistem. Kadar 
je akceptorska faza isto organsko topilo kot topilo, ki je imobilizirano v porah votlega 
vlakna, govorimo o dvofazni metodi HFME. V lumnu vlakna je lahko tudi drugo 
organsko topilo ali pa vodna raztopina, ki se ne mešata z organskim topilom, s katerim 
je prepojena membrana. V tem primeru je sistem trifazen. Ko je ekstrakcija končana, se 
akceptorsko raztopino z ekstrahiranimi analiti iz brizge prenese v vialo za nadaljnjo 
analizo.  
Dvofazni sistem se lahko izvede na dva načina: votlo vlakno je neposredno 
izpostavljeno vzorcu (DI), lahko pa je izpostavljeno nadprostoru nad vzorcem (HS).  
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Pri trifazni HFME lahko prenos snovi povzročimo s tremi različnimi mehanizmi: 
vzpostavitvijo pH gradienta, električnega potenciala ali transporta s prenašalnimi 
molekulami v membrani [13]. 
Osredotočila se bom na trifazni sistem, pri katerem se med ekstrakcijo vzpostavi pH 
gradient, saj bom takšen sistem uporabila pri svojem delu.  
Pri omenjenem sistemu se analiti ekstrahirajo preko membrane, prepojene z 
organskim topilom, v akceptorsko fazo (notranjost vlakna). Metoda je primerna za kisle 
in bazične analite. Če želimo ekstrahirati kisle analite, mora biti pH-vrednost vzorca v 
kislem območju, da se topnost analitov v vzorcu zmanjša. pH-vrednost v akceptorski 
fazi pa mora biti visoka, saj so na ta način analiti dobro topni v njej, zaradi spremembe 
molekulske zvrsti v ionsko pa ne morejo prehajati nazaj v organsko topilo v membrani. 
Tako se kisli analiti enostavno ekstrahirajo v organsko fazo in nato v notranjost vlakna. 
Vzpostavita se dve ravnotežji: ravnotežje med organskim topilom v porah in topilom v 
notranjosti vlakna ter ravnotežje med vzorcem in topilom v porah vlakna. Če imamo 
opravka z bazičnimi analiti, je ravno obratno. pH-vrednost vzorca mora biti v bazičnem 
območju, medtem ko mora biti pH-vrednost v lumnu vlakna v kislem območju [9], [13].  
Pri trifaznem sistemu je vlakno največkrat v vzorec pomočeno v obliki črke U (slika 2). 
Prednost takšne oblike je, da se med vzorcem in vlaknom ustvari velika kontaktna 
površina. Na konici dveh brizg vstavimo konca vlakna, pri čemer eno izmed brizg 
predhodno napolnimo z akceptorsko fazo. Vlakno nato pomočimo v izbrano organsko 
topilo, počakamo nekaj sekund in začnemo s prečrpavanjem akceptorske faze v 
notranjost vlakna. Vlakno potopimo v pripravljen vzorec, brizgi vpnemo na stojalo in 
vključimo mešanje. Ko je ravnotežje doseženo, je ekstrakcija končana. Ekstrakt 
prečrpamo v prvo brizgo, ga prenesemo v vialo in z njim opravljamo nadaljnje analize 
[13].  
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Slika 2: Shema mikroekstrakcije z votlim vlaknom (HFME) 
Tehnika HFME je relativno poceni in preprosta za avtomatizacijo, dosega visoke 
obogatitvene faktorje ter selektivnost [12], [13].  
Ena največjih prednostih je zagotovo zelo majhna poraba organskih topil, ki morajo 
ustrezati naslednjim merilom: 
 organsko topilo mora biti v porah vlakna močno imobilizirano in ne sme biti 
topno v vodi, saj tako preprečimo puščanje vlakna, 
 izbrano organsko topilo mora zagotoviti visoke porazdelitvene koeficiente, da je 
ekstrakcija bolj učinkovita, 
 da se med ekstrakcijo izognemo izhlapevanju, mora imeti organsko topilo nizko 
hlapnost in  
 organsko topilo mora imeti ustrezno viskoznost za doseganje visokih difuzijskih 
koeficientov preko membrane.  
Najpogosteje se kot organski topili uporabljata 1-oktanol in diheksil eter, uporabljajo 
pa se tudi druga topila (heksan, oktan, nonan, butil acetat…) [13]. 
Kljub prednostim ima tehnika nekaj slabosti: relativno dolgi ekstrakcijski časi in 
možnost, da se pore vlakna med ekstrakcijo zamašijo [12]. Metoda HFME je v 
primerjavi s SDME nepraktična zaradi uporabe votlega vlakna, ki se ga mora pred vsako 
ekstrakcijo zamenjati [9]. 
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3.4.3 Disperzivna mikroekstrakcija tekoče-tekoče (angl. dispersive liquid-liquid 
microextraction, DLLME) 
Za izvedbo DLLME potrebujemo disperzijsko topilo (ki se meša z vodo), ekstrakcijsko 
topilo (ki se ne meša z vodo) in tekoči vzorec. Zmes disperzijskega in ekstrakcijskega 
topila z brizgo hitro injiciramo v preiskovani vzorec, da se tvori emulzija. Analiti iz 
vzorca v trenutku preidejo v ekstrakcijsko topilo, ki ga od preostalega vzorca ločimo s 
centrifugiranjem [9]. Prednost metode DLLME je predvsem hitrost, saj se ravnotežje 
vzpostavi v nekaj sekundah. Poleg tega je poceni, zagotavlja visoke obogatitvene 
faktorje, poraba vzorca in organskega topila pa je majhna. Njena slabost je, da ni 
primerna za vzorce s kompleksnejšimi matricami in je nizko selektivna [12]. 
3.5 Visokoločljivostna tekočinska kromatografija (angl. high-
performance liquid chromatography, HPLC) 
Kromatografija je tehnika, s katero posamezne komponente vzorca ločimo na podlagi 
njihovega različnega porazdeljevanja med stacionarno in mobilno fazo. Glavne 
lastnosti, ki vplivajo na porazdeljevanje komponent, so njihova polarnost in prisotnost 
določenih funkcionalnih skupin. Pri nekaterih vrstah kromatografije imata na 
porazdeljevanje vpliv tudi hlapnost in velikost molekul. Glede na tip mobilne faze se 
analizna kromatografija deli na plinsko kromatografijo in (visokoločljivostno) 
tekočinsko kromatografijo [10].  
Pri tekočinski kromatografiji mobilno fazo predstavlja tekočina, stacionarna faza pa je 
vezana na delce polnila v kovinskih kromatografskih kolonah. Kolone so običajno dolge 
od 5 do 30 cm, njihov notranji premer pa znaša med 1 in 4 mm. V primeru normalno-
fazne kromatografije je stacionarna faza polarni silikagel, za mobilno fazo pa se uporabi 
mešanica različnih organskih topil. Polarni silikagel je lahko kemično modificiran in tako 
postane bolj nepolaren. Takrat govorimo o reverznofazni kromatografiji, pri kateri kot 
mobilno fazo uporabimo mešanico deionizirane vode ali pufrnih raztopin s topili, ki se 
mešajo z vodo (npr. acetonitril). Glede na sestavo mobilne faze ločimo izokratsko in 
gradientno elucijo. Slednja je primerna predvsem za vzorce s komponentami različnih 
polarnosti. Pri izokratski eluciji je sestava mobilne faze ves čas enaka, medtem ko se pri 
gradientni eluciji sestava med separacijo spreminja. S tekočinsko kromatografijo lahko 
ločimo večino spojin, tudi nehlapne in termično neobstojne spojine. Tekočinsko 
kromatografijo izvajamo s tekočinskim kromatografom (slika 3), katerega sestavni deli 
so: rezervoar za mobilno fazo, črpalka za črpanje mobilne faze skozi kromatografsko 
kolono, injektor za vzorec, kromatografska kolona in detektor [10].  
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Slika 3: Shema tekočinskega kromatografa 
Za detekcijo ločenih komponent se uporabljajo različni detektorji: detektorji na lomni 
količnik, spektrofotometrični UV-VIS detektorji, fluorescenčni in elektrokemični 
detektorji. V zadnjem času se za detekcijo zelo pogosto uporabljajo tudi masni 
spektrometri (angl. mass spectrometer, MS) in novejši UV-VIS detektorji, imenovani 
detektorji na diodni niz (angl. diode-array detector, DAD) [10].  
3.6 Masna spektrometrija 
Masna spektrometrija temelji na merjenju razmerja med maso in nabojem iona (m/z). 
Lahko jo uporabljamo kot samostojno tehniko, v zadnjem času pa se pogosto uporablja 
kot detektor v kombinaciji s separacijskimi tehnikami za kvantifikacijo spojin. Masni 
spektrometer sestavljajo: ionski izvir, masni analizator in detektor. Molekule oz. atome 
vzorca ioniziramo z ionskim izvirom in jih usmerimo proti masnemu analizatorju. Za 
ionizacijo plinastih spojin se uporabljata elektronska in kemijska ionizacija, medtem ko 
je za spojine v raztopinah ena od možnih ionizacij ionizacija z elektrorazprševanjem 
(angl. electrospray ionization, ESI) [14]. Slednja se pogosto uporablja pri ločbi vzorcev s 
tekočinsko kromatografijo, sklopljeno z masnim spektrometrom (LC-MS). Vzorec 
potuje skozi kapilaro, priključeno na visoko napetost, in se v obliki majhnih nabitih 
kapljic razprši v ionizacijsko celico. Kapljice so lahko pozitivno (ESI+ način) ali negativno 
(ESI- način) nabite. Zaradi uvajanja vročega inertnega plina (npr. dušik) začne iz kapljic 
odparevati topilo, kapljica postaja manjša in vedno bolj nabita. Posledično odbojne sile 
prevladajo nad površinsko napetostjo, ki drži kapljico skupaj, in pride do eksplozije. 
Nastane več manjših, stabilnejših nabitih kapljic. Ta proces se dogaja toliko časa, dokler 
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vse topilo ne odpari [15]. Nabiti ioni analita potujejo v masni analizator, ki loči ione na 
podlagi razmerja m/z. Poznani so različni masni analizatorji, med njimi analizator na čas 
preleta, kvadrupolni masni analizator, magnetni sektorski masni analizator in 
analizator na ionsko past [14]. Pri tandemski masni spektrometriji se uporablja trojni 
kvadrupolni masni analizator, ki je sestavljen iz prvega, drugega in tretjega kvadrupola, 
pri čemer drugi kvadrupol predstavlja trkovno celico (slika 4) [16], [17]. Ko nabiti analiti 
zapustijo ionski izvir, pridejo na prvi masni filter, ki izbere prekurzorski ion z izbranim 
razmerjem m/z. V trkovni celici prekurzorski ion pod vplivom inertnega plina (npr. 
argon, helij, dušik) razpade na fragmentne ione, ki potujejo v tretji kvadrupol. V 
tretjem kvadrupolu nato izberemo fragmentirane ione z določenim razmerjem m/z, ki 
jih želimo detektirati. Ko opazujemo prekurzorske in fragmentne ione, govorimo o SRM 
prehodih (angl. selected reaction monitoring) [17], [18]. Prehod z večjo intenziteto 
uporabimo za kvantifikacijo, medtem ko drugi prehod potrjuje identiteto analita [7].  
 
Slika 4: Shema trojnega kvadrupolnega masnega analizatorja 
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4 Eksperimentalni del 
4.1 Uporabljene kemikalije in topila 
4.1.1 Standardi  
 4-hidroksi-1H-benzotriazol (OHBZ): Aldrich, ZDA; čistost: 97 % 
 1H-benzotriazol (BTZ): Sigma-Aldrich, ZDA; analizni standard 
 4-metil-1H-benzotriazol (4MBZ): Fluka, ZDA; analizni standard 
 5-metil-1H-benzotriazol (5MBZ): Fluka, ZDA; analizni standard 
 5-kloro-1H-benzotriazol (ClBZ): Aldrich, ZDA; čistost: 99 % 
 5,6-dimetil-1H-benzotriazol monohidrat (DMBZ): Fluka, ZDA; analizni standard 
 d4-benzotriazol (IS): Santa Cruz Biotechnology, ZDA; čistost: 99 % 
4.1.2 Topila in kemikalije 
 aceton: Honeywell, ZDA; HPLC grade 
 1-oktanol: Fluka, ZDA; čistost: > 99,5 % 
 metanol: J.T.Baker, Velika Britanija; HPLC grade 
 acetonitril: Fisher Chemical, Velika Britanija; HPLC grade 
 HCOOH: Sigma-Aldrich, ZDA; čistost: puriss p.a. 
 NH3: Gram-mol, Hrvaška; 25 % vodna raztopina 
 HCl: Honeywell, ZDA; čistost: puriss p.a. 
 NaOH: Merck, ZDA; čistost: ≥ 99 % 
 NaCl: Scharlau, Španija; čistost: 99 % 
 Kompleksal III (EDTA-Na2x2H2O): Kemika, Zagreb; čistost: puriss p.a. 
 MQ-voda, »Milli-Q sistem za čiščenje vode«: Millipore, ZDA 
4.1.3 Laboratorijska oprema 
 tekočinski kromatograf visoke ločljivosti 1100 Series z DAD detektorjem; Agilent 
Technologies, ZDA 
 tekočinski kromatograf Perkin Elmer, sklopljen z ionizacijo TurboSpray ESI in 
masnim spektrometrom 3200 QTRAP; Sciex, ZDA 
 hladilnik za hranjenje kemikalij; Kirsch, Nemčija 
 kromatografska kolona Kinetex XB-C18, dimenzije: 150 mm × 4,6 mm, velikost 
delcev: 5 μm, velikost por: 100 Å; Phenomenex, ZDA 
 
18 
 
 porozna vlakna Accurel Q3/2 iz polipropilena, notranji premer: 600 μm, 
debelina stene: 200 μm, velikost por: 0,2 μm, poroznost: 70 %; Membrana 
GmbH, Nemčija 
 100 μL brizge s topo konico; Hamilton, ZDA 
 epruvete z okroglim dnom, čaše, bučke, avtomatske pipete, viale 
 ultrazvočna kopel 
 magnetno mešalo 
 pH lističi (območje: 1-14) 
4.2 Priprava standardnih raztopin 
4.2.1 Priprava osnovnih standardnih raztopin 
Osnovne standardne raztopine analiziranih spojin s približno koncentracijo 1 mg/mL 
sem pripravila tako, da sem natehtala približno 10 mg vsakega standarda in ga v 10 mL 
bučki z acetonom razredčila do oznake. Za vsak standard (OHBZ, BTZ, 4MBZ, 5MBZ, 
ClBZ, DMBZ) sem preračunala točne koncentracije v posamezni bučki. Osnovne 
standardne raztopine sem hranila v hladilniku pri temperaturi 5 °C in jih uporabila pri 
nadaljnjem eksperimentalnem delu. 
4.2.2 Priprava standardnih raztopin v MQ-vodi 
Standardne raztopine v MQ-vodi za izdelavo umeritvenih krivulj z metodo HPLC-DAD 
so bile pripravljene iz osnovnih standardnih raztopin. Koncentracija analitov v 
posamezni bučki je bila 0,5; 1; 3; 5; 10; 20; 30 in 50 mg/L. Injicirala sem jih mesečno.  
Standardne raztopine v MQ-vodi za izdelavo umeritvenih krivulj z metodo LC-MS/MS 
sem pripravila iz osnovnih standardnih raztopin in raztopine internega standarda. 
Koncentracija analitov v posamezni bučki je znašala 0,005; 0,01; 0,1; 0,5; 1; 3; 5 in 
10 mg/L. Preden sem pripravljene standardne raztopine injicirala v LC-MS/MS, sem v 
vsako vialo odpipetirala raztopino internega standarda s koncentracijo 5 mg/L, topilo 
posušila z dušikom in mu dodala 0,5 mL vsake standardne raztopine analitov. 
Koncentracija internega standarda v posamezni viali je bila 0,1 mg/L. Raztopine sem 
injicirala vsako sekvenco.  
Vse standardne raztopine sem hranila v hladilniku pri temperaturi 5 °C.  
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4.3 Priprava raztopine internega standarda in raztopine analiziranih 
spojin za določevanje matričnega učinka 
Za določevanje matričnega učinka sem iz raztopine internega standarda s 
koncentracijo 5 mg/L pripravila raztopino internega standarda s koncentracijo 
0,5 mg/L. Pripravljeno raztopino sem hranila v hladilniku pri 5 °C, raztopino IS s 
koncentracijo 5 mg/L pa v zamrzovalni skrinji pri -20 °C.  
Za določanje skupne učinkovitosti sem pripravila raztopini vseh analiziranih spojin s 
koncentracijama 10 mg/L in 0,25 mg/L v acetonu. Hranila sem ju v hladilniku pri 5 °C.  
4.4 Vzorčenje in hranjenje vzorca 
Za optimizacijo HFME sem uporabljala vodovodno vodo iz Fakultete za kemijo in 
kemijsko tehnologijo in vodo iz reke Glinščice, ki teče ob fakulteti. Vodo iz Glinščice 
sem uporabila tudi pri določanju matričnega učinka in skupne učinkovitosti. Vzorčila 
sem jo v plastenko volumna 5 L in jo hranila pri sobni temperaturi. Za analizo realnih 
vzorcev sem vzorčila reko Krko, Ljubljanico na izviru in Ljubljanico v Zalogu za Centralno 
čistilno napravo Ljubljana. Hranila sem jih v litrskih in pollitrskih plastenkah v hladilniku 
pri temperaturi 4 °C.  
4.5 Optimizacija metode HFME 
Optimizirala sem pH vzorca in volumen dodane 0,1 M raztopine EDTA, ostali parametri 
ekstrakcije pa so bili predhodno določeni [19]. Preverila sem tudi vpliv prisotnosti 
organskega topila v raztopini na ekstrakcijo.  
V 500 mL bučko sem odpipetirala ustrezen volumen posamezne osnovne standardne 
raztopine in jo do oznake dopolnila z vodovodno vodo, da je končna koncentracija 
posameznega analita znašala 0,2 mg/L. Pripravljeno raztopino sem uporabila pri 
optimizaciji pH in volumna EDTA. 
Nato sem v 500 mL bučki pripravila še raztopino analitov v vodi iz Glinščice. Pripravila 
sem jo na enak način, le da sem bučko do oznake dopolnila z vodo reke Glinščice. 
Pripravljeno raztopino s koncentracijo posameznega analita 0,2 mg/L sem uporabila pri 
preverjanju vpliva metanola na ekstrakcijo.  
4.5.1 Potek ekstrakcije 
Porozno vlakno sem narezala na 16 cm dolge kose, jih namočila v čaši acetona in 2 min 
pustila na ultrazvočni kopeli, da so se očistila morebitnih nečistot. Očiščena vlakna sem 
postavila na urno steklo v digestoriju in jih pustila sušiti približno 15 min. V tem času 
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sem v epruveto z okroglim dnom natehtala približno 2,5 g NaCl in ga raztopila v 50 mL 
pripravljene raztopine. Vzorcu sem nato dodala 2 M raztopino HCl oz. 2 M raztopino 
NH3, odvisno od želene pH-vrednosti, ki sem jo preverjala s pH lističi. Dodala sem mu 
tudi različne volumne 0,1 M raztopine EDTA in magnetno mešalo. Pazila sem, da se 
magnetno mešalo ni dotikalo vlakna. Pri ugotavljanju vpliva organskega topila na 
učinkovitost ekstrakcije sem vzorcu dodala še različne volumne metanola. V eno izmed 
dveh 100 μL brizg s topo konico sem vsrkala 50 μL 0,1 M raztopine NaOH (akceptorska 
faza), 20 μL zraka in 10 μL NaOH. Na konici obeh brizg sem vstavila konca vlakna, ki 
sem ju predhodno namočila v 1-oktanol, da sta postala bolj elastična. Nato sem vlakno 
potopila v 1-oktanol in po petih sekundah previdno začela s prečrpavanjem 
akceptorske faze v notranjost vlakna. Vlakno sem popolnoma potopila v epruveto z 
vzorcem, brizgi z uporabo mufe in prižeme vpela na stojalo ter vključila mešanje. 
Ekstrakcija je potekala 50 min pri mešanju s hitrostjo 1000 rpm. Po končani ekstrakciji 
sem ekstrakt v vlaknu prečrpala v drugo brizgo in ga prenesla v vialo. Ekstrakt je bil 
bazičen, kar za C18 stacionarno fazo ni optimalno, zato sem ga, glede na njegov 
volumen, nevtralizirala z dodatkom ustrezne količine 1 M HCl. 
4.6 Metoda HPLC-DAD  
Pri optimizaciji metode HFME sem analize izvajala z metodo HPLC-DAD. Separacijo 
komponent sem izvajala z gradientno elucijo, ki je bila predhodno optimizirana [19]. Na 
začetku separacije je mobilna faza vsebovala 5 % acetonitrila, preostali del mobilne 
faze pa je predstavljala 0,1 % HCOOH, pripravljena v MQ-vodi. Delež acetonitrila je v 
0,5 min narastel na 15 %, v 13 min na 35 % in v 20 min na 100 %. Pretok mobilne faze 
je bil konstanten (0,7 mL/min), injiciran volumen vzorca pa je znašal 10 μL. Detekcija 
OHBZ je potekala pri 290 nm, detekcija ostalih polarnih benzotriazolov (BTZ, 4MBZ, 
5MBZ, ClBZ in DMBZ) pa pri valovni dolžini 260 nm. Separacija komponent je potekala 
pri sobni temperaturi (T = 24 ± 1 °C).  
4.7 Metoda LC-MS/MS  
Za določitev nižjih koncentracij benzotriazolov sem uporabljala metodo LC-MS/MS. 
Pretok mobilne faze, kolona in injiciran volumen vzorca so bili enaki kot pri metodi 
HPLC-DAD. Enak je bil tudi gradient mobilne faze. Ionizacija analitov v pozitivnem 
načinu (ESI+) je potekala z elektrorazprševanjem z uporabo dušika kot inertnega plina. 
Napetost na kapilari ESI razprševalnika je bila 5500 V, temperatura razprševalnega 
plina pa 450 °C. Tlaka dušika kot ovojnega sušilnega plina (1 in 2) sta znašala 50 
(345 kPa) in 60 psi (414 kPa), medtem ko je bil tlak zavesnega plina 10 psi (69 kPa). 
Način snemanja v tandemskem masnem spektrometru je bil SRM, pri čemer sem za 
kvantifikacijo uporabila razmerje med signali prvega prehoda analitov in internim 
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standardom. Signal drugega prehoda je služil kot potrditev identitete analitov. 
Napetost na izhodu trkovne celice je znašala 3 V, vhodna napetost 10 V in 
razdruževalna napetost 40 V.  
4.8 Matrični učinek in skupna učinkovitost ekstrakcije 
Za določanje matričnega učinka sem slepemu ekstraktu vode iz Glinščice dodala 
pripravljeno raztopino internega standarda s koncentracijo 0,5 mg/L in raztopino 
analitov v dveh različnih koncentracijah (0,25 mg/L in 10 mg/L). Ustrezen volumen 
raztopine sem v vseh primerih odpipetirala v vialo, topilo posušila in dodala ekstrakt. 
Končna koncentracija IS je znašala 0,1 mg/L, koncentracija analitov pa 0,1 mg/L 
oziroma 2 mg/L. V vsako vialo sem na koncu dodala še ustrezen volumen 1 M raztopine 
HCl za nevtralizacijo ekstrakta. Ekstrahirala sem tudi vzorec vode iz Glinščice brez 
dodanih analitov in ekstrakt injicirala v LC, saj sem pri izračunu matričnega učinka 
potrebovala še signale slepih ekstraktov vode iz Glinščice.  
Za določanje skupne učinkovitosti ekstrakcije sem uporabila dve raztopini analitov in 
internega standarda. Pripravila sem ju iz raztopine internega standarda s koncentracijo 
5 mg/L in raztopin analitov s koncentracijo 10 mg/L oziroma 0,25 mg/L. Koncentracija 
analitov v prvi raztopini je znašala 5 μg/L, koncentracija v drugi raztopini pa 0,2 μg/L. 
Koncentracija internega standarda je bila v obeh raztopinah 1 μg/L. 
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5 Rezultati in razprava 
5.1 Preizkus metod HPLC-DAD in LC-MS/MS  
Metodi HPLC-DAD in LC-MS/MS sta bili že predhodno razviti, zato sem le preverila 
njuno ustreznost z injiciranjem pripravljenih zmesi standardnih raztopin različnih 
koncentracij [19].  
Za preizkus metode HPLC-DAD sem uporabila standardne raztopine analitov v MQ-vodi 
(priprava je opisana v poglavju 4.3) in v kromatograf injicirala 10 μL vsake standardne 
raztopine. Iz grafa 1 je razvidno, da je R2 > 0,99, kar pomeni, da ima metoda HPLC-DAD 
v območju med 0,5 mg/L in 50 mg/L linearen odziv. Ustrezen R2 so imele tudi 
umeritvene krivulje ostalih analiziranih spojin, kar je razvidno iz tabele 2.  
 
Graf 1: Umeritvena krivulja standardnih raztopin BTZ v MQ-vodi po metodi HPLC-DAD  
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Tabela 2: Umeritvene premice za BZ v MQ-vodi po metodi HPLC-DAD 
analizirana spojina enačba premice R2 
OHBZ y = 22,5x - 6,63 0,9990 
BTZ y = 41,1x - 13,0 0,9990 
4MBZ y = 34,8x - 10,7 0,9990 
5MBZ y = 34,3x - 11,1 0,9990 
ClBZ y = 27,2x - 10,2 0,9987 
DMBZ y = 30,2x - 10,5 0,9989 
 
Za preizkus metode LC-MS/MS sem uporabila standardne raztopine v MQ-vodi 
(priprava je opisana v poglavju 4.3) in v kromatograf injicirala 10 μL posamezne 
standardne raztopine, ki sem ji dodala raztopino internega standarda. Iz grafa 2 je 
razvidno, da ima metoda LC-MS/MS linearen odziv v območju med 0,05 in 100. 
Umeritvene krivulje ostalih analiziranih spojin so prav tako imele R2 > 0,99 (tabela 3).  
 
Graf 2: Umeritvena krivulja standardnih raztopin BTZ v MQ-vodi po metodi LC-MS/MS 
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Tabela 3: Umeritvene premice za BZ v MQ-vodi po metodi LC-MS/MS 
analizirana spojina enačba premice R2 
OHBZ y = 0,414x - 0,0398 0,9993 
BTZ y = 1,29x - 0,179 0,9988 
4MBZ y = 1,55x - 0,697 0,9981 
5MBZ y = 3,35x - 0,592 0,9988 
ClBZ y = 0,540x - 0,278 0,9985 
DMBZ y = 1,34x - 0,0610 0,9994 
5.2 Optimizacija metode HFME  
Optimizirala sem pH vzorca in volumen dodane 0,1 M raztopine EDTA, medtem ko so 
bili ostali parametri ekstrakcije že predhodno optimizirani [19]. Preizkusila sem tudi 
vpliv metanola na ekstrakcijo. Kot optimalne sem parametre določila tako, da sem za 
večino analiziranih spojin dobila najvišje obogatitvene faktorje (EF). Višji kot je EF, 
učinkovitejša je ekstrakcija. Obogatitvene faktorje sem izračunala kot količnik 
koncentracije posameznega analita v ekstraktu, preračunane iz umeritvene krivulje, in 
začetne koncentracije v pripravljeni raztopini. 
Pred začetkom optimizacije sem benzotriazole ekstrahirala iz raztopine zmesi vseh 
standardov s koncentracijo 0,2 mg/L, pripravljene v MQ-vodi. Obogatitveni faktorji so 
bili visoki (tabela 4) in moj cilj je bil, da se jim pri optimizaciji v vodovodni vodi čim bolj 
približam.  
Tabela 4: Obogatitveni faktorji za analizirane spojine v MQ-vodi pri pH-vrednosti 2 
analizirana spojina obogatitveni faktor 
OHBZ 18 
BTZ 97 
4MBZ 230 
5MBZ 215 
ClBZ 240 
DMBZ 219 
 
5.2.1 Optimiziranje pH-vrednosti  
Ekstrakcijo sem izvedla pri štirih različnih pH-vrednostih pripravljene raztopine v 
vodovodni vodi, s po dvema ponovitvama vsakega poskusa. Vsem paralelkam sem 
dodala 100 μL 0,1 M raztopine EDTA. Prvo ekstrakcijo sem naredila pri pH-vrednosti 2, 
saj je bilo tako že predhodno optimizirano [19], drugo pa pri pH-vrednosti med 3,5 in 4. 
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V obeh primerih sem kislo okolje dosegla s postopnim dodajanjem 1 M raztopine HCl. 
Pri tretjem poskusu pH nisem spreminjala, zato sta imeli raztopini pH 6. Zadnjo 
ekstrakcijo sem izvedla s postopnim dodajanjem 2 M raztopine NH3 in tako dosegla pH- 
vrednost med 9 in 10. Iz grafa 3 je razvidno, da so največji obogatitveni faktorji 
doseženi pri pH 6.  
Izjema so EF za DMBZ, pri katerem je ekstrakcija najučinkovitejša v bazičnem okolju. 
Razlog je lahko v tem, da ima DMBZ v primerjavi z ostalimi analiti najvišjo vrednost pKa, 
kar pomeni, da je pri nastavljeni pH-vrednosti še vedno protoniran in posledično slabo 
topen v vodnem vzorcu. Ostali analiti z nižjimi vrednostmi pKa pa so pri pH-vrednosti 9 
dobro topni v vzorcu in se zato slabše ekstrahirajo kot DMBZ. Poleg tega je EDTA pri 
višjih pH-vrednostih bolj deprotonirana in lahko veže več kovinskih ionov, ki 
zmanjšujejo učinkovitost ekstrakcije.  
Čeprav je bilo predhodno ugotovljeno, da je ekstrakcija najučinkovitejša pri nizkih pH-
vrednostih [19], se je tu izkazalo drugače, saj sem vzorcu dodala še EDTA. Slednja je v 
kislem protonirana, zato s kovinskimi ioni, prisotnimi v vodi, ne more tvoriti kelatov. Na 
podlagi dobljenih rezultatov sem se odločila, da je pH-vrednost 6 najprimernejša za 
ekstrakcijo.   
 
Graf 3: Obogatitveni faktorji za analizirane spojine v vodovodni vodi pri različnih pH-vrednostih 
5.2.2 Določanje optimiziranega volumna EDTA 
Vse ekstrakcije sem izvajala pri pH-vrednosti 6, pripravljeni raztopini vzorca pa sem 
dodala različne volumne 0,1 M raztopine EDTA (10 μL, 50 μL, 100 μL, 200 μL). Iz grafa 4 
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je razvidno, da je bila pri večini analitov ekstrakcija najučinkovitejša, ko sem dodala 
50 μL EDTA. Opazimo lahko tudi, da so obogatitveni faktorji za OHBZ v primerjavi z 
obogatitvenimi faktorji ostalih analitov izjemno nizki. OHBZ je namreč izmed vseh 
preiskovanih analitov najbolj polaren in zato najmanj topen v 1-oktanolu, s katerim je 
prepojena membrana iz polipropilena. OHBZ se je najboljše ekstrahiral, ko sem vzorcu 
dodala 100 μL EDTA.  
Glede na ostale analite je optimalen volumen 50 μL EDTA, vendar se pri tem ekstrahira 
zelo malo OHBZ. Ker je bil moj cilj ekstrahirati vseh 6 benzotriazolov, sem za optimalen 
volumen izbrala 100 μL EDTA.  
 
Graf 4: Obogatitveni faktorji za analizirane spojine v vodovodni vodi pri različnih volumnih 
EDTA 
Po optimizaciji pH-vrednosti in volumna EDTA v vodovodni vodi sem pripravila 
raztopino v vodi iz Glinščice z 0,2 mg/L analiziranih spojin. Zanimalo me je, ali je v 
vzorcu naravne rečne vode ekstrakcija boljša, če vzorcu dodam 200 μL EDTA (namesto 
100 μL), saj je matrica vzorca bolj kompleksna kot v vodovodni vodi in lahko vsebuje 
večje količine kovinskih ionov. Tudi v tem primeru se je izkazalo, da je ekstrakcija 
bistveno učinkovitejša z manjšim volumnom EDTA, kar je razvidno iz grafa 5.  
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Graf 5: Obogatitveni faktorji za analizirane spojine v vodi iz Glinščice pri dveh različnih 
volumnih EDTA 
5.2.3 Vpliv organskega topila (metanola) 
Ker se pri pripravi trdnih vzorcev običajno uporabljajo različna organska topila za 
predekstrakcijo in lahko njihov morebiten ostanek zmanjša učinkovitost ekstrakcije, 
sem preverila vpliv metanola na ekstrakcijo HFME.  
Ekstrakcije sem opravljala pri optimiziranih pogojih, raztopini v vodi iz Glinščice z 
0,2 mg/L analitov pa sem pred ekstrakcijo dodala še različne deleže metanola (1 %, 
5 %, 10 %, 15 %). Iz grafa 6 je razvidno, da metanol zmanjšuje učinkovitost ekstrakcije, 
najbolj pa je vplival na ekstrakcijo OHBZ. Signal zanj namreč na kromatogramu ni bil 
viden, kar pomeni, da se OHBZ ni ekstrahiral oziroma se je ekstrahiral v tako nizkih 
koncentracijah, da jih z metodo HPLC-DAD ne moremo zaznati. Tudi vrha za 5MBZ in 
DMBZ pri višjih volumnih metanola na kromatogramu nista bila vidna. Več kot sem 
dodala organskega topila, slabše je potekala ekstrakcija.  
Ekstrakcija je bila presenetljivo manj učinkovita, ko sem ekstrahirala vzorec z 
dodatkom 1 % metanola. Razlog je lahko v tem, da sem ekstrakt pripravila en dan pred 
injiciranjem v HPLC sistem. Čeprav sem ga hranila v hladilniku pri 5 °C, se je v tem času 
lahko deloma spremenil in so bili zato rezultati slabši.  
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Graf 6: Obogatitveni faktorji za analizirane spojine v vodi iz Glinščice pri dodatku različnih 
deležev metanola 
Ekstrakcija je pri enakih optimiziranih pogojih učinkovitejša brez dodatka organskega 
topila (graf 7). To pomeni, da moramo za doseganje visokih EF pri čiščenju ekstraktov 
trdnih vzorcev, organsko topilo čim bolj odstraniti.  
 
Graf 7: Obogatitveni faktorji za analizirane spojine v vodi iz Glinščice z dodatkom ali brez 
dodatka organskega topila 
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5.3 Obogatitveni faktorji v različnih vzorcih  
Pred ekstrakcijami iz vodovodne vode in iz vode reke Glinščice, sem ekstrakcije izvedla 
iz MQ-vode. V 250 mL bučki sem pripravila raztopino vseh šestih analitov v MQ-vodi s 
koncentracijo 0,2 mg/L. Vzorcu sem postopoma dodajala 1 M raztopino HCl do pH- 
vrednosti 2. EDTA vzorcu nisem dodala, saj v MQ-vodi kovinskih ionov ni prisotnih. 
Kljub dodatku EDTA v vodovodno vodo in vodo iz Glinščice (graf 8) se je izkazalo, da je 
ekstrakcija najučinkovitejša v MQ-vodi. Kovinski ioni so v vodovodni vodi in vodi iz 
Glinščice deloma še vedno prosti, zato EF niso tako visoki kot v MQ-vodi. Izjema je bil 
OHBZ, ki se je najboljše ekstrahiral iz vodovodne vode. 
 
Graf 8: Primerjava obogatitvenih faktorjev za analizirane spojine v treh različnih vzorcih 
Če primerjamo obogatitvene faktorje v vodovodni vodi pri pH-vrednosti 3 brez dodatka 
EDTA z obogatitvenimi faktorji v vodovodni vodi pri optimiziranih pogojih (graf 9), 
opazimo, da EDTA znatno izboljša ekstrakcijo.  
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Graf 9: Primerjava obogatitvenih faktorjev za analizirane spojine v vodovodni vodi z in brez 
EDTA 
5.4 Matrični učinki 
Preverjala sem vpliv komponent, ki so se poleg željenih analitov ekstrahirale iz matrice, 
na ionizacijo z elektrorazprševanjem oz. tako imenovane matrične učinke (ME). 
Matrične učinke sem določala na dveh koncentracijskih ravneh (0,1 mg/L in 2 mg/L) z 
uporabo metode LC-MS/MS. ME sem izračunala kot razmerje med signali slepih 
ekstraktov vode iz Glinščice, ki sem jim dodala IS in analite, in signali standardnih 
raztopin analitov v MQ-vodi pri isti teoretični koncentraciji. Pri izračunu sem 
upoštevala tudi signale slepih ekstraktov vode iz Glinščice, saj niso bili zanemarljivi. Za 
signal sem upoštevala razmerje ploščine kromatografskega vrha posameznega analita s 
ploščino kromatografskega vrha internega standarda. 
Iz grafa 10 je razvidno, da so matrični učinki znatni, kar je običajno posledica sočasne 
ekstrakcije drugih komponent iz vzorca. Med ESI-ionizacijo gre namreč za tekmovanje 
analitov in ostalih komponent, ki so se ekstrahirale [7]. Opazimo lahko, da so matrični 
učinki pri nižjih koncentracijah analitov znatnejši. Razlog je v tem, da imajo ostale 
komponente v ekstraktu večji vpliv pri nižji koncentraciji (0,1 mg/L) analitov kot pri višji 
(2 mg/L) koncentraciji. Učinkovitost ESI-ionizacije je zelo odvisna od koncentracijskega 
nivoja, zato je to običajen pojav. Nekatere vrednosti matričnega učinka so pozitivne, 
kar nakazuje na to, da določene komponente v matrici ojačujejo signal, medtem ko 
negativne vrednosti predstavljajo oslabitev signala. Večina matričnih učinkov je 
pozitivnih, kar je ugodno, saj lahko tako dosegamo nižje LOD [7].   
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Graf 10: Matrični učinki v vodi iz Glinščice 
5.5 Skupna učinkovitost ekstrakcije 
Skupno učinkovitost ekstrakcije iz realne matrice sem preverila s pripravo dveh 
raztopin v vodi iz Glinščice s koncentracijama analitov 5 μg/L in 0,2 μg/L ter 1 mg/L IS. 
Analize sem opravljala z metodo LC-MS/MS. Dobljene obogatitvene faktorje v vodi iz 
Glinščice sem primerjala z obogatitvenimi faktorji v MQ-vodi in na ta način presodila, 
ali lahko umeritveno krivuljo za raztopine, pripravljene v MQ-vodi, uporabim pri analizi 
realnih vzorcev. Iz grafa 11 je razvidno, da se obogatitveni faktorji v vodi iz Glinščice 
precej razlikujejo od obogatitvenih faktorjev v MQ-vodi, zato sem se odločila, da 
analizo realnih vzorcev naredim še s standardnim dodatkom. EF za OHBZ so bili 
najmanjši, kar je bilo pričakovano, saj je najbolj polaren in zato najmanj topen v 
nepolarnem organskem topilu. Zaradi izjemno nizkih obogatitvenih faktorjev za OHBZ 
ga pri analizi realnih vzorcev nisem upoštevala.  
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Graf 11: Primerjava obogatitvenih faktorjev v vodi iz Glinščice pri dveh različnih koncentracijah 
in MQ-vodi z dodanimi analiziranimi spojinami 
5.6 Analiza realnih vzorcev 
Optimizirano metodo HFME sem uporabila za analizo treh različnih vzorcev z metodo 
LC-MS/MS. Analizirala sem vodo iz reke Krke, Ljubljanice na izviru in Ljubljanice za 
Centralno čistilno napravo Ljubljana. Analize sem opravila na dva načina: s 
standardnim dodatkom in brez standardnega dodatka. Metoda s standardnim 
dodatkom je sicer bolj zamudna, vendar v tem primeru je bila nujna zaradi zelo 
različnih obogatitvenih faktorjev za posamezen analit glede na tiste v MQ-vodi. V obeh 
primerih sem vzorcu pred ekstrakcijo dodala IS, da je bila njegova koncentracija v bučki 
1 μg/L. Pri analizi brez standardnega dodatka (slika 5) sem najprej iz umeritvene 
krivulje za raztopine standardov, pripravljene v MQ-vodi, izračunala koncentracijo 
posameznega analita v vzorcu. Iz izračunanih koncentracij in obogatitvenih faktorjev, ki 
sem jih dobila pri skupni učinkovitosti za vodo iz Glinščice, sem nato izračunala 
približne koncentracije standardnih dodatkov vsakega analita za vsak realni vzorec 
posebej (tabela 5).  
Tabela 5: Preračunane koncentracije standardnih dodatkov v posameznem vzorcu rečne vode 
cSD [μg/L] BTZ 4MBZ 5MBZ ClBZ DMBZ 
Krka 0,20 0,11 0,03 0,01 0,06 
Ljubljanica (izvir) 0,09 0,07 0,02 0,03 0,07 
Ljubljanica (Zalog) 0,25 0,11 0,03 0,03 0,06 
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Slika 5: Kromatogram po injiciranju ekstrakta brez standardnega dodatka za vodo iz reke Krke 
Posameznim začetnim vzorcem sem dodala izračunane količine standardnega dodatka 
vsakega analita, jih ekstrahirala in ekstrakte injicirala v LC-MS/MS sistem. Iz dobljenih 
signalov sem po formuli za standardni dodatek izračunala koncentracijo vsakega 
analita v posameznem vzorcu. 
Izračunane koncentracije brez in s standardnim dodatkom se znatno razlikujejo 
(graf 12), kar je bilo pričakovano. Že predhodno sem namreč ugotovila, da ima matrica 
vzorca velik vpliv na signal.  
Iz grafa 12 je razvidno, da so koncentracije analitov v vodi iz Ljubljanice na izviru 
manjše od koncentracij v vzorcu vode iz Ljubljanice, odvzetem za Centralno čistilno 
napravo Ljubljana. Centralna čistilna naprava Ljubljana v Zalogu namreč vso prečiščeno 
odpadno vodo iz Ljubljane izliva v reko Ljubljanico. To je verjetno eden izmed razlogov, 
da je reka v tem predelu s preiskovanimi analiti bolj onesnažena. Benzotriazoli v okolje 
namreč največkrat pridejo ravno preko odpadnih vod iz čistilnih naprav. 
Koncentracije preiskovanih benzotriazolov v vodi iz reke Krke so presenetljivo zelo 
nizke, čeprav je bil vzorec odvzet na območju za farmacevtskim podjetjem Krka.  
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Graf 12: Koncentracije analiziranih spojin, izračunane iz umeritvene krivulje ali s formulo za 
standardni dodatek (SD) 
Koncentracije, ki sem jih določila pri analizi s standardnim dodatkom, so bile večinoma 
pod LOD [19]. Izjema so bile koncentracije BTZ, ClBZ in DMBZ v vzorcu vode iz 
Ljubljanice, odvzetem za Centralno čistilno napravo Ljubljana (tabela 6).  
Tabela 6: Primerjava koncentracij BZ v vodi iz Ljubljanice, vzorčeni za čistilno napravo, z 
vrednostmi LOD [19] v μg/L  
analit BTZ ClBZ DMBZ 
c 0,352 0,149 0,466 
LOD 0,35 0,002 0,03 
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6 Zaključek  
V diplomskem delu sem optimizirala metodo HFME na vzorcih vodovodne vode za 
določitev šestih polarnih benzotriazolov (OHBZ, BTZ, 4MBZ, 5MBZ, ClBZ, DMBZ). 
Metoda je bila predhodno optimizirana z MQ-vodo, v kateri ni prisotnih kovinskih 
ionov, ki motijo ekstrakcijo. Pri optimizaciji sem vzorcem vodovodne vode spreminjala 
pH-vrednosti in volumne dodane 0,1 M raztopine EDTA. Optimalna pogoja za 
ekstrakcijo sta bila: pH-vrednost 6 in 100 μL 0,1 M raztopine EDTA. Preverila sem tudi 
vpliv metanola na ekstrakcijo in ugotovila, da se pri višjih deležih metanola v vzorcu 
učinkovitost ekstrakcije zmanjša. To pomeni, da je po predekstrakciji trdnih vzorcev z 
organskimi topili treba odstraniti čim več slednjih, če želimo ekstrakt uspešno očistiti z 
ekstrakcijo HFME. 
Po optimizaciji omenjenih parametrov, sem v vodi iz reke Glinščice ugotavljala 
matrične učinke na dveh koncentracijskih ravneh (0,1 mg/L in 2 mg/L) z dodatkom 
internega standarda. Matrični učinki so bili za vse analizirane benzotriazole znatni, za 
nekatere pozitivni, za druge negativni. Višji so bili pri nižjih koncentracijah dodanih 
analitov, saj se poleg analitov ekstrahirajo še druge komponente, ki imajo med ESI- 
ionizacijo večji vpliv pri manjši koncentraciji analitov.  
Optimizirano metodo HFME sem na koncu preizkusila še na treh realnih vodnih 
vzorcih: voda iz reke Krke, Ljubljanice na izviru in Ljubljanice v Zalogu. Najprej sem 
koncentracije benzotriazolov določila brez standardnega dodatka, nato pa sem 
vzorcem dodala še preračunane volumne standardnih dodatkov. Koncentracije so se 
med seboj znatno razlikovale, kar je bilo zaradi predhodno določenih matričnih učinkov 
pričakovano. Koncentracije, določene pri analizi s standardnim dodatkom, so bile 
večinoma pod LOD. Izjema so bile koncentracije BTZ, ClBZ in DMBZ v vzorcu vode iz 
Ljubljanice, odvzetem v Zalogu. Njihove vrednosti so bile med 0,03 in 0,3 μg/L, kar je 
nad LOD metode. Prisotni benzotriazoli so verjetno posledica prečiščene odpadne vode 
iz Centralne čistilne naprave Ljubljana, ki se zliva v reko Ljubljanico.   
Mikroekstrakcijska metoda je zaradi izredno majhne porabe organskega topila prijazna 
okolju. EF so relativno visoki in se gibljejo med 30 in 155, odvisno od spojine. Najslabše 
EF sem dobila za OHBZ, saj je izmed vseh najbolj polaren in se zato najslabše topi v 1-
oktanolu.  
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